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論 文 内 容 要 旨
訪 勿0伽 ガ∂50Z∂刀fは多犯性の植物病原糸状菌であ り,難 防除土壌病原菌の ユつであ
る.本 菌は菌糸同士の融合の有無によって種内類別が行われ,菌 糸融合群(AG)と して表
示 されてい る.AG毎 に宿主範囲が異なることか ら,AG問 の特性 の違いに関与する因
子 の特定が待たれている.一 方,AG1か らAG6ま でに属する菌株 は,各 群 ごとに大き
さと配列の異なる,末 端がヘア ピンループ構造の ミ トコン ドリア内在性線状プラスミ ド
を保持 している.こ れ らのプラス ミドには何 らかのタンパク質がコー ドされていること
から,AG毎 に異なる影響を菌体に与えている可能性が考えられ る.本 研究で取 り扱 う
AG2・2の 保持するプラスミドpRS224は 塩基番号1537-4200に887ア ミノ酸か らなる
タンパ ク質RS224のORFを 持 ってい る.pRS224を 保持す る菌株H・16に は,
4.7kb,7.4kbの2種 類の転写産物の存在が確認 されている(第1図).本 研究ではこの
pRS224の 保持するORFに コー ドされ るタンパク質,RS224の 菌体に与える影響につ
いて解析 した.
1。転写産物 の転 写開始 点
pRS224か ら転 写 され る4.7kb,7.4kbの2種 類 の転 写産物 の転 写開始点 を,プ ライ マ
ー伸 長 法 を用 いて 特定 した .
4.7kbの 転 写産 物 は,転 写 領 域 の5'末 端 を含 む と思 われ るpRS224の 塩 基 番 号
1062・1755の セ ンス鎖 に相補 的 な2っ のIRD蛍 光標 識 プ ライマー を設計 し,SDS・ フ ェ
ノール 法 を用 いて 丑50ノ紐1AG2・2H-16菌 株 か ら抽 出 した全RNAと 逆 転写反応 を行 っ
て得 た.得 られ た逆転写反応産 物 とpRS224と の配列 を比較 した結果,4.7kbの 転 写産
物 は1538番 目の塩基 か ら転写 が開始 され てい るこ とが 明 らか にな った(第2図).7.4kb
の転写 産物 は転 写領域 の5'末 端 を含む と思 われ る塩 基番 号500-1062の ア ンチセ ンス鎖
に相補 的 な4つ のIRD蛍 光標識 プライマ ー を設 計 し,同 様 に解析 を行 い,903番 目の
塩 基か ら転写 が開始 され てい るこ とが 明 らかにな った(第3図).1538番 の転 写開始点 の
5'上流領域 に は塩基 番号1512・1517に,903番 の転写 開始 点の5'上 流 領域 には塩基番号
949・955に プ ロモー タの コンセ ンサ ス配 列 で あ る 払TABoxが 存 在 した(第4図).
7.4kbの 転 写産物 はRS2240RFの 全長 で あ る塩基番 号1537-4200の 領域 が全て転写
され てい るの に対 し,4.7kbの 転写 産物 はRS2240RFの 翻 訳開始 コ ドン(1537・1539)か
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ら転 写が 開始 され てい る こ と,RS2240RFは1810・1812に も翻訳 開始 ヲ ドン とな る
ATGを 保 持 して い るこ と(第4図)か ら,塩 基番 号1810-4200のORFが 転 写 され て い る
と考 え られ た.こ の こ とよ り,pRS224か ウは2種 類の タ ンパ ク質が発現 して い る可能
性 が示 唆 され,塩 基番 号1537-4200のORFに コー ドされ るタ ンパ ク質(887ア ミノ酸)
をRS224・1と,塩 基番号1810・4200のORFに コー ドされ るタンパ ク質(796ア ミノ酸)
をRS224・2と 呼 ぶ こ とに した(第5図).
2.タ ンパ ク質RS224-1の 大 腸 菌 内 で の 発 現
大腸 菌 に よるRS224・1タ ンパ ク質 の大 量発 現系 の確 立 を行 った.鋳 型 とな るRS224-1
0RFはnestedPCRに よ り両末端 に 挽 血HIリ ンカ ー を付加 して増 幅 した(第6図)。 得
られ た約2.7kbpの 増幅産 物 を ク ローニ ング し,シ ー クエ ンス を行 ない得 られ た増 幅断
片がRS224・10RFで 有 る こ とを確認 した.得 られ たRS224-10RFを 大腸 菌用 の タン
パ ク質発 現ベ ク ター で あるpETllaの 励 加HIサ イ トに組 み込み,T7・TagとRS224-1
の融合 タ ンパ ク質発 現ベ ク ター,p:ETlla・RS224-10R:Fを 作成 した(第7図).
作成 したpETlla-RS224-10RFを 大腸 菌BL21(DE3)・CodonPlusRILに 導入 し,37℃
で培 養後IPTGに よって誘 導 をか け,T7・Tag・RS224・1融 合 タ ンパ ク質 の発現 を試み た.
不溶 性画 分,可 溶 性画分 の両 方 に分子量 約92kDaの タ ンパ ク質 が発現 してい るこ とを
確認 した(第8図 レー ン1・4).
抗T7・Tag抗 体結合 アガ ロー ス ビー ズ充填 カ ラム を用 い,T7・Tag・RS224-1融 合 タ
ンパ ク質 の 精製 を試 み た.T7・Tag・RS224-1融 合 タ ンパ ク質 を発 現 させ た 大 腸 菌
B:L21(DE3)・CodonPlusRILの 不溶性 画分 はSDS・PAGEで 展開 し,目 的 タ ンパ ク質 を含
む ゲル を切 り出 し,SDSを 含むTrisバ ッフ ァー で溶 出 させ た.溶 出液 はSDSを 含 ま な
いPBSバ ッフ ァーで透析 した後,抗T7・Tag抗 体結合 ア ガ ロース ビーズ を充 填 したカ
ラムに通過 させ,低pHの 溶 出バ ッフ ァー で溶 出 させ,中 和 した.溶 出バ ッフ ァー 中 に
は分子 量92kDaの タンパ ク質 が含 まれ て い た(第8図 レー ン5).本 タ ンパ ク質 は 目的
のT7・Tag-RS224・1融 合 タ ンパ ク質 で あ る こ とをア ミノ酸 配列 よ り確認 した.
3.抗RS224ウ サ ギ抗体の作成
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T7・Tag-RS224-1融 合 タンパ ク質 に対 す る抗体 を,ウ サギ を用い て作成 した.T7・
Tag-RS224-1融 合 タ ンパ ク質 を発 現 させ た 大腸 菌:BL21(DE3)一Codol1PlusRILの 不溶性
画分 よ り,目 的 タンパ ク質 をゲル 抽 出 した もの を抗原 として,ウ サ ギJW系 統(8週 齢,
♀)を 用 いて免 疫操 作 を行 った.抗 血 清 のT7・Ta曾RS224・1融 合 タ ンパ ク質 に対 し抗体
価 が約2倍 にな った こ とを確 認 した(第9図).T7・Tag-RS224-1融 合 タンパ ク質 に対 し
抗体価 が上昇 した ウサギ よ り全採 血 を行 い,抗 血 清 を得 た.得 られ た抗血清 は,PVDF
膜 に結合 したT7・Tag-RS224・1融 合 タ ンパ ク質 を用 いて,抗T7・Tag-RS224・1融 合 タ
ンパ ク質抗 体 を精製 した.本 抗体 に よ り`丑5謡aη ノの菌体 タンパ ク質 よ りRS224相 同 タ
ンパ ク質 の検 出が 可能 に な った.
4.pRS224を 保持 す るH-16菌 株 か らRS224相 同 タンパ ク質 の検 出
pRS224を 保 持す る 丑5ぬ,㎡AG2-2H・16菌 株 の全 タ ンパ ク質 に対 して 精製抗T7・
Tag・RS224-1融 合 タンパ ク質抗 体 を用 い た ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング によ り,分 子:量約
90kDaの 単 一 のRS224相 同 タ・ンパ ク質 を検 出 した.菌 糸 の成長 に伴 うRS224相 同タ ンパ
ク質 の発 現量 の変化 を調査 した.PPD培 地上 で2-6日 間静置培養 したH:一16菌 株 の菌 糸 を
破砕 し,全 タンパ ク質 を抽 出 し,精 製抗T7・Tag-RS224融 合 タ ンパ ク質抗体 を用 いて ウ
エ スタ ンブ ロッテ ィングを行 った.RS224相 同 タンパ ク質 は,接 種2・4目 まで増加 し,そ
れ以 降 ほぼ一 定 であった(第10図).ま た,RS224相 同 タ ンパ ク質 の細胞 内にお ける局 在
性 を調 査す るた め,破 砕 した菌体 を遠心 分離 に よって細胞 分画 し,各 分画 に含 まれ るタ ン
パ ク質 に対 して精製抗T7・Tag-RS224・1融 合 タンパ ク質抗 体 を用 い て ウエス タンブ ロ ッ
テ ィン グを行 った.RS224相 同 タンパ ク質 は ミ トコン ドリア画 分 に もっ とも多 く含 まれ て
い た(第11図).プ ラス ミ ドpRS224が ミ トコン ドリア内在性 であ る ことか ら,RS224相
同タ ンパ ク質 も ミ トコン ドリア内 で作 られ てい る こ とが示 唆 され た.
これ らのこ とか ら,pRS224か ら分 子 量約90kDaのRS224相 同 タ ンパ ク質 が発現 して
お り,相 同タンパ ク質 は菌糸 の成長 が活発 な時期(培 養2・3日)に 菌体 内 で増加す ること,
ミ トコ ン ドリア内 で作 られ てい る こ とが判 明 した.
5.RS224の 機 能
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RS2240RFの アミノ酸配列 より,本 タンパク質の持つ機能について推察 した.RS224
タンパク質は他の既知のタンパ ク質 と有意な相同性 を示 さないが,そ の配列中に他の糸
状菌で発見 されたプラス ミ ド内にコー ドされ る逆転写酵素に共通 してみ られ る7っ の保
存領域が確認された.こ の保存領域は レ トロウイルスがコー ドする逆転写酵素にも共通
してみ られ ることから,RS224が 逆転写酵素活性 を持つ可能性が考えられた(第12図).
そ こで,大 腸 菌BI、21(DE3)・CodonPlusRILの 可溶 性 画分 に発 現 して い るT7・
Tag-RS224-1融 合 タンパ ク質について,逆 転写酵素の活性を測定 した.本 タンパ ク質は




本研究では 丑30伽 ノAG2-2:H-16菌 株 が保持す るプラス ミ ドpRS224に コー ドされ る
RS224タ ンパク質について検討 した.pRS224か らは,2種 類 のタンパク質RS224-1,
RS224・2が 発現 してい る可能性が示唆 された.菌 体内から90kDaのRS224相 同タンパ ク
質が検出 され,E50勉,㎡ のプラス ミドは,自 らのコー ドす る遺伝子 を菌体内で発現させ る
機能 を持っていた.RS224相 同タンパ ク質 は,菌 糸の成長に伴って含有量が増加すること,
ミ トコン ドリア内在性であることな どの性質が明らかになったことか ら,本 タンパ ク質は,
ミ トコン ドリアの機能に関与 してい る可能性が示唆 された.し か しなが らア ミノ酸配列か
ら機能を推定することは出来ず,本 タンパ ク質の機能 並びに菌体への影響 については不
明であった(第15図).
今後,本 タンパク質についての さらなる機能解析,並 びに他のAGの 保持するプラス ミ
ドの機能 との比較を進めることによって,丑50血 ㎡の保持するプラス ミドの機能,並 びに
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第1図 左50/∂ 〃/AG2-2H-16菌 株 に お け る
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第4図 転写開始点付近のpRS224の 塩基配列
塩基配列 はアンチセンス鎖の塩基番号106アか らセ ンス鎖の塩基番号2254ま で表示,
茶:左 ヘアヒンルーフ部の塩基配列,干 転写禰 語、 紫:T酊 八BO〆








第3図 プ ラ イ マ ー 伸 長 法 に よ るpRS224相 同RNA













































第6.図PCRに よ るRS224一 璽ORFの 増 幅
左=泥50!a〃 ノAG2-2H-16TotalD甑 をテンプレー トと して1stPCRを 行 う.
プライマー としてRS2241stF.RS2241stRを 用いたPCR産 物を縄アガロースゲルで
泳動.レ ーン:敵 分子量 マー カー.1;PCR産 物
右;左 図で得 られたPCR産 物 をテンプレー.トとして2ndPCRを 行 う.プ ライマー とし
て酬1-RS2240rfF,伽 州 一RS2240rfRを 用 いたPCR産 物 を撚アガロー スゲルで泳動.
レー ン:M;分 子量マーカー,1;PCR産 物
第8図BL21(DE3)一CodonPlusRILに よ る
T7・Tag-RS224-1融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現
レー ン:1;BL21(DE3)一CodonPlus-RIL全 タ ン パ ク 質,2」7・ 丁ag-RS224-1融 合 タ ン
パ ク 質 を発 現 さ せ たBし21(DE3)一CodonPlus-RIL全 タ ン パ ク 質,31レ ー ン2の 可溶 性
画 分.4;レ ー ン2の 不 溶 性 画 分,5;抗 τ7・ 丁ag抗 体 結 合 カ ラ ム を用 いて 精 製 した丁7・



















































































第7図T7・Tag-RS224一 偏 虫合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー
pETIla-RS224-10RF
.第9図T7 ・TagrRS224-1融 合 タンパ ク質 を免疫



















Poly(rA)・p(dDへ の[α 一32P]dτTPの取 り込みを測定に　ユロ
A:AMVRT,B:ネ ガティブコン トロー ル.C:37。Cで 発現誘導 した大腸菌
可溶性画分 タンパ ク質
第10図 菌 糸 の 成 長 とRS224相 同 タ ン パ ク 質 の 発 現
レー ン:番 号;培 養 日数PC;T7・Tag-RS224-1融 合タ ンパク











第14図H-16菌 株が保持す るRS224相 同タンパク質の
逆転写 酵素活性'
Poly(rA)・p(dτ)12 .loへ の 〔α」2P]dTTPの 取 り込 み を測 定
A:AMVRT.B:ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロー ル,C:£50/∂ 〃ノAG2-2旧6菌 株 の
ミ トコ ン ドリ ア画 分
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第11図H-16菌 株 の細胞画分に おける
RS224相 同 タンパ ク質の検 出
レーン:PCJ7・Tag-RS224-1融 合 タンパク質,1;細 胞壁画分、2;核 画分、3:ミ ト
コン ドリア画分4;小 胞体膜 を主成 分とする画分,5;リ ボソーム,巨 大分子を主






pRS224..ll3〔}FGLPQGePLSPFLS了.,響 鱒CしF㎜ 〔IFF,『ア§6101SFEKS,貿 『KFLeLEY,,
饒auric ..～『ρT麗GVPQ{∋GSτSC6LAT.,モ1ρ1」細㎜}lL..『43〔 ∋VVQEPAKS,鱒 『試FLGLEF_.
pFOXC2.171R丁GVPGGLSLSPLLS丁 、.靴1腔 ㎜GIY.照IGIEISPEKS.31rKFC¢Vτ 】・・




Maulic;舵 〃ro卿or∂or∂∬∂の保持す る環状 プラス ミ ドMauliGevilleに コー ドされる
逆転写酵 素
pFOXC2:月!5∂ 〃伽o岬5ρo〆 妬の 保持するpFOXC2に コー ドされ る逆転写酵素






























嘘'朝 囲(病 原 性)?
第15図 泥80/θ カ1AG2-2H-16菌 株 に お け る
pRS224に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
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論 文 審 査 結 果 要 旨
R痂 εocめη`α80Zαπ`は多犯性 の植物病原糸状菌であ り,難 防除土壌病原菌の1つ である。本 菌は菌糸同
士の融合の有無 によって種 内類別が行 われ,菌 糸融合群(AG)と して表示 されてい る。AG毎 に宿主範
囲が異 な るこ とか ら,AG間 の特性 の違 い に関与す る因子 の特 定が待 たれてい る。一 方,AG1か ら
AG6ま で に属す る菌株は,各 群 ご とに大 きさと配列 の異 なる,末 端がヘ アピンループ構造 の ミ トコン
ドリア内在性線状 プラス ミ ドを保持 している。 これ らのプラス ミ ドには何 らかの タンパ ク質が コー ドさ
れてい ることか ら,こ れ らが菌体 内で発現 してい た場合,AG毎 に異 なる影響 を菌体 に与 えてい る可能
性が考え られる。本研究では,AG2-2の 保持す るプラス ミ ドpRS224に ついて取 り上げ,コ ー ドされ
るタンパ ク質RS224に ついて解析 した。
pRS224か ら転写 される4.7kb,7.4kbの2種 類 の転写産物 り転写開始点 をプライマ7伸 長法 を用 いて
特定 した。 その結果,こ の2種 類の転写 産物 にはRS2240RFの 異なる領域が転写 されてい ることが明
らかにな り,pRS224か らは2種 類の タンパ ク質(RS224-1,RS224-2)が 発現 してい る可能性 が示
唆 された。次 に,大 腸菌 においてRS224-1タ ンパ ク質 をT7・Tagと の融合 タンパ ク質 であ るT7・
Tag-RS224-1融 合 タンパ ク質 として発現 させ た。 また,こ れ を抗T7・Tag抗 体結合カ ラムを用いて精
製 した。 さらに,発 現 させた タンパ ク質 を抗原 としてウサギ に免疫 を行い,T7・Tag-RS224-1融 合 タ
ンパ ク質抗体 を作成 した。更 に,pRS224を 保持す るE.80Zα π`AG2-2H-16菌 株 におけるRS224相 同
タンパ ク質の発現について調査 した。抗 丁7・Tag」RS224-1融 合 タンパ ク質抗体 を用 いたウエス タンブ
ロ ッテ ィングの結果,H-16菌 株 の菌体 内に分子量約90kDaの 単一のRS224相 同 タンパ ク質 を検出 した。
また,こ のRS224相 同 タンパ ク質は細胞分画法 による調査 の結果 ミトコン ドリアに局在することを明 ら
かに した。このことはpRS224か らの転写 ・翻訳過程が ミトコン ドリアで行われてい る可能性 を示唆 した。
さらに,こ のRS224相 同タ ンパ ク質 は菌糸の成長に伴 って発現量が増加す るタンパ ク質であることを明
らか に した。 また,RS224-1,一2の ア ミノ酸配列 よ り,こ れ らの タンパ ク質の持つ機能 について推察 し
た。その結果,他 の糸状菌で発見 されたプラス ミド内 にコー ドされ る逆転写酵素や レ トロウイルスが コー
ドす る逆転写酵素 に共通す る保存領域の存在 を見出 した。大腸菌で発現 させたT7・Tag-RS224-1融 合
タ ンパ ク質 とR.soZα η∫AG2-2H-16菌 株の ミ トコン ドリア画分 に含 まれ るRS224相 同タ ンパ ク質に
ついて逆転写酵素活性 を測定 した。その結果,こ れ らの タンパ ク質は逆転写酵素活性 を示 さず,RS224-
1,一2が 逆転写酵素活性 を保持 しない可能性が示唆 され た。
以上のように本研究 は,R.80Zα 蕩 のAGや 病原性 に関係す る と期待 される ミトコン ドリア内在性 プラ
ス ミドにコー ドされる未知の タンパ ク質について,その転写翻 訳過程の一部 を明 らか に した。 また,ア ミ
ノ酸配列 か ら逆転写酵素 としての特徴 を持つ こ とを明 らかに し,そ の活性の有無 を確認 した。この結果
は本菌の保持するプラスミ ドの更なる機 能解析 において極めて大 きな貢献 を果たす物 と期待 される。 よっ
て審査 員一同は,こ の論文の著者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値 する と判 断 した。
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